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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolie- 
rung von einzelstrangiger DNA aus einem Probenmate- 
rial, bei dem man das DNA-haltige Probenmaterial mit 
einem stark aikalischen Medium behandelt bzw. auf- 
schlieBt, die DNA in diesem Medium an einen speziel- 
ien, stark basischen Anionenaustauscher bindet und 
diese nach Entfernen von anderen gebundenen Pro- 
benbestandteiien, gegebenenfalls nach der GroBe frak- 
tioniert, eluiert. 

[0002] Fur die Isolierung von DNA, beispielsweise 
aus Nahrungsmittein zur Herkunftsbestimmung der 
Komponenten, stehen etliche Verfahren zur Verfugung. 
Welches zur Anwendung kommt, hangt meist von der 
Art der Probe ab. Ziel ist stets, genugend DNA in aus- 
reichender Qualitat zu isolieren, urn eine Amplifikation 
spezifischer Gen-Abschnitte mittels der PCR-Technik 
zu ermoglichen. Trotz alter zur Verfugung stehenden 
Verfahren ist dieses Ziel bei etlichen Proben nicht oder 
nurschwer zu erreichen. 

[0003] Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB 
spezielle, stark basische Anionenaustauscher aus ei- 
nem stark aikalischen Medium einzelstrangige DNA 
selbst bei erhohter lonenstarke (z.B. 0.5 M Kochsalz) 
binden konnen und bei der Elution mit hoheren Salzkon- 
zentrationen die GroBenselektivitat der DNA-Bindung 
beibehalten, die man von Anionenaustauschern beim 
Arbeiten in neutralen Medien fur doppelstrangige DNA 
kennt. 

[0004] Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 
Isolierung (und gegebenenfalls GroBenfraktionierung) 
von einzelstrangiger DNA aus einem Probenmaterial, 
bei dem man 

a) das DNA-haltige Probenmaterial mit einem aika- 
lischen Medium bei pH > 12, gegebenenfalls nach 
Vorbehandlung mit einem oder in Gegenwart eines 
geeigneten grenzflachenaktiven und/oder chaotro- 
pen Mittel, behandelt, 

b) in diesem Medium mit einem speziellen , stark ba- 
sischen Anionenaustauscher in Kontakt bringt, wel- 
cher als bindende Gruppen quartare Alkylammoni- 
um-Reste (die im folgenden auch als Tetraalkylam- 
monium- bzw. Trialkylammoniumalkyl-Reste be- 
zeichnet werden) enthalt, die in unvernetzten hy- 
drophilen Linear-Polymeren eingebaut sind, die ih- 
rerseits auf der Oberflache inerter Tragerteilchen 
kovalent fixiert sind, und 

c) die an den Anionenaustauscher gebundene DNA 
im aikalischen Medium von diesem eluiert. 

[0005] Die wesentliche Vorausetzung fur das Verfah- 
ren ist die uberraschende Tatsache, daB die Phosphat- 
gruppen in der DNA eine mindestens 9 GroBenordnun- 
gen hohere Affinitat zu den quartaren Tetraalkylammo- 



2 

niumgruppen des Austauschers zeigen, als Chlorid- 
und Hydroxylionen. Moglicherweise ruhrt dieser Effekt 
z.T. daher, daB die basischen Gruppen des zur Anwen- 
dung kommenden speziellen Austauschers in einer li- 

5 nearen Anordnung auf aufgepfropften Linear-Polyme- 
ren vorliegen, die sich zu den Phosphatgruppen der 
DNA in passenden Abstanden anordnen konnen. Damit 
ware die hohe Affinitat der basische Gruppen des Aus- 
tauschers fur die DNA-Phosphatreste wenigstens z.T. 

10 kooperativen Ursprungs. 

[0006] Durch die Anwendung des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens laBt sich bei der Probenaufbereitung 
bzw. -vorbereitung die normalerweise vor der eigentli- 
chen DNA-lsolierung erforderliche Abtrennung von 

15 Storkomponenten wie Proteine, Fette und RNA weitge- 
hendvermeiden. InsbesondereentfalltdieAbscheidung 
denaturierter Proteine und ahnlicher Stoffe durch Aus- 
schutteln mit agressiven oder gesundheitschadlichen 
organischen Losungsmitteln wie Phenol oder Chloro- 

20 fom, die meist erheblicheVerluste an DNA verursachen. 
[0007] Die fast immer im UberschuB zur DNA voriie- 
gende RNA wird unter den aikalischen Bedingungen 
vollig abgebaut, was den sonst iiblichen RNAse-Abbau 
uberflussig macht. 

25 [0008] Insbesondere wird die DNA, die je nach ther- 
mischer Vorgeschtchte des Untersuchungsmaterials 
meist in denaturierter Form vorliegt, durch die Alkalibe- 
handlung bzw. den AlkaliaufschluB in eine gut losliche 
Form uberfuhrt. Dies ist insofern wichtig, als einzelst- 

30 rangige DNA in neutralen Medien schon bei lonenstar- 
ken um 0.1 unloslich ist und eine hohe Tendenz zur un- 
speziftschen Adsorption an Oberflachen alter Art zeigt. 
[0009] Ein weiterer Vorteil des Verfahrens ist die im 
aikalischen Medium erfolgende Entladung der basi- 

35 schen Gruppen der Histone, was eine erhebliche Er- 
leichterung der DNA-Extraktion darsteltt, da die freige- 
setzten Histon-Proteine bei der nachfolgenden Bindung 
der DNA an den Anionenaustauscher bei pH > 1 2, wenn 
uberhaupt, dann nur sehr schwach gebunden werden 

40 und sich somit leicht entfernen iassen. 

[001 0] Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte Aus- 
fiihrungsformen der Erfindung sind Gegenstand der Un- 
teranspruche. 

[0011] Nach einer Ausfuhrungsform der Erfindung 
45 enthalt das alkalische Medium fur die Behandlung bzw. 
den AufschluB des DNA-haltigen Probenmaterials Alka- 
lihydroxid wie z.B. NaOH oder KOH in Konzentrationen 
im Bereich von 0.1 M bis 1 M. 

[0012] Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Er- 
50 findung wird zur Elution der DNA von dem erfindungs- 
gemaB verwendeten Anionenaustauscher als Trenn- 
material ein Salz wie beispielsweise NaCI oder KCI in 
einer Konzentration im Bereich von 0.6 bis 1 ,2 M, vor- 
zugsweise im Bereich 0.7 bis 0.9 M, oder ein Salzgra- 
55 dient im Bereich von 0.6 bis 1 .2 M verwendet. 

[0013] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist beson- 
ders zur Isolierung und gegebenenfalls zur GroBenf rak- 
tionierung von DNA aus Nahroder Nahrungsmittein 
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pflanzlichen oder tierischen Ursprungs wie Kartoffeln, 
Tom aten mark, Orangensaft-Konzentrat, Lecithin, Scho- 
kolade, Nougat-Creme, Mais- oder Sojamehl, Flei- 
schund Wu rstprodukten aller Art geeignet. Daruber hin- 
aus ist das Verfahren besonders zur raschen Isolierung 
von DNA aus Bakterien und anderen Mikroorganismen 
wie E. coli geeignet. 

[0014] Im folgenden wird die Erfindung ohne Be- 
schrankung an hand von Ausfuhrungsbeispielen detail- 
lierter beschrieben. 

[0015] Das fur die Behandiung bzw. den AufschluB 
des DNA-haltigen Probenmaterials verwendete alkali- 
sche Medium unterliegt hinsichtlich des Basentyps kei- 
ner besonderen Einschrankung. Die Basizitat muB le- 
digiich hoch genug sein, um einen pH-Wert uber 12 zu 
gewahrieisten. Somit konnten auch Erdalkalihydroxide 
Anwendung finden, soweit sie nicht schwer- oder unlds- 
liche Salze mit Nucleinsauren oder anderen Proben- 
komponenten bilden, die zu Storungen des Analysen- 
ablaufes oder sogar zum Verlust der DNA fiihren konn- 
ten. Von den organischen Basen kamen hinsichtlich der 
Basizitat nur quartare Ammonium-Basen anstelle von 
Alkalihydroxiden in Betracht; die hohe Affinitat der Te- 
traalkylammonium-Kationen zu den Phosphatresten, 
die man bei der Bindung der DNA an den Anionenaus- 
tauscher ausnutzt, wurde aber zu den Austauscher- 
gruppen in Konkurrenz treten und damit die Bindung an 
den Austauscher beeintrachtigen. NaOH oder KOH 
werden einmal aus diesem Grunde, zum anderen we- 
gen ihrer Verfugbarkeit in jedem Labor und ihres gerin- 
gen Preises bevorzugt. Der Konzentrationsbereich, in 
dem das Alkali zur Anwendung kommt, wird nach unten 
hin durch den Mindest-pH-Wert bestimmt, der erforder- 
lich ist, um alle organischen Basen (auBer den quarta- 
ren Ammonium-Basen) zu entladen bzw. das Proben- 
material gut aufzuschlieBen. Nach oben hin ist die Ai- 
kali-Konzentration insofem begrenzt, als eine Desami- 
nierung der Nucleobasen in der DNA vermieden werden 
sollte. Der oben angegebene Konzentrationsbereich 
von 0.1 bis 1 .0 M hat sich bewahrt, konnte aber auch je 
nach Probematerial unter- oder uberschritten werden. 
[0016] Es ist klar, daBfestes und/odergrobes Proben- 
material vor der alkalischen Behandiung bzw. vor dem 
aikalischen AufschluB auf geeignete Weise zerkleinert 
werden kann, beispielsweise durch Zerdrucken, Zer- 
hacken oder Zermahlen, und daB gegebenenfalls in 
dem alkalischen Behandlungsmedium unlosliche Ruck- 
stande entfernt werden konnen, beispielsweise durch 
Zentrifugation oder Filtration. Fernerkann eszweckma- 
Big sein, beispielsweise bei stark fetthaltigen Proben, 
Entfettungsschritte (z.B. durch Behandiung mit L6- 
sungsmitteln) oder bei uberwiegend aus z.B. Starke be- 
stehenden Proben, enzymatische Abbaureaktionen, z. 
B. mit Amylase, durchzufuhren, um die weitere Proben- 
handhabung zu erleichtern. Storende Begleitproteine 
konnen z.B. durch Behandiung mit Proteasen entfernt 
werden. Verfahren zur Entfettung bzw. zum enzyrnati- 
schen Abbau von Polysacchariden wie Starke oder Pro- 



teinen sind im Stand der Technik in groBer Zahl bekannt 
und werden vom Fachmann nach MaBgabe der prakti- 
schen Gegebenheiten ausgewahlt und angewendet. 
Diese Vorbehandlungen mussen nicht bei pH > 12 

5 durch gefuhrt werden. 

[0017] Ferner kann eine Vorbehandlung mit einem 
oder mehreren geeigneten grenzflachenaktiven und/ 
oder chaotropen Mittel erfolgen, wenn das alkalische 
Medium alleine nicht zum oder zum vollstandigen Auf- 

10 schluB der Probe, d.h. zurquantitativen Freisetzung und 
Erfassung dergesamten vorhandenen DNA, ausreicht. 
Daruber hinaus kann auch in dem alkalischen Medium 
zur Behandiung ein (oder mehrere) geeignetes grenz- 
flachenaktives und/oder chaotropes Mittel enthalten 

15 sein. Falls mehrere grenzflachenaktive und/oder chao- 
trope Mittel verwendet werden, konnen diese gleich 
oder verschieden sein. Diese Vorbehandlungen mus- 
sen nicht bei pH > 12 durchgefuhrt werden. 
[0018] Die erfindungsgemaBe Behandiung mit dem 

20 alkalischem Medium bei pH > 1 2 kann somit gleichzeitig 
mit einem (alkalischen) AufschluB der Probe verbunden 
sein oder umfaBt, nach MaBgabe der praktischen Ge- 
gebenheiten, auch entsprechende Probenvorbehand- 
lungen zum oder zur Unterstutzung des AufschluBes, 

25 beispielsweise die oben erwahnten. 

[0019] Als Trennmateria! wird in dem erfindungsge- 
maBen Verfahren ein spezieller, stark basischer Anio- 
nenaustauscher venwendet. 

[0020] Dieser Anionenaustauscher besteht aus poro- 

30 sen oder unporosen, durch Hydroxylfunktionen inerti- 
sierte Partikeln, auf deren Oberflache hydrophile Line- 
ar-Polymere aufgepfropft sind. In diese Polymere sind 
quartare Alkylammoniumgruppen (die auch als Tetraal- 
kylammoniumgruppen bzw. Trialkylammoniumal- 

35 kylgruppen bezeichnet werden) wie Trimethylammoni- 
umalkyl(z.B. ethyl)gruppen uber den Alkylrest in regei- 
maBigen oder unregelmaBigen Abstanden eingebaut. 
Trennmaterialien dieses Typs sowie ihre Herstellung 
werden detailliert in der europaischen Patentschrift 0 

40 337 144 B1 (Merck Patentgesellschaft mbH) beschrie- 
ben, auf die hier ausdrucklich Bezug genommen wird, 
bzw. sind auch unter dem Handelsnamen Fractogel 
EMD TMAE (TMAE stent fur Tetramethylammoniume- 
thyl) (Normal- oder Hicap-Typ) bei der Firma Merck 

45 KGaA, Darmstadt, Deutschland erhaltlich. 

[0021] Als funktionelle Gruppen der aufgepfropften 
Polymerketten, den sog. »Tentakeln«, kommen nur 
quartare Ammonium-gruppierungen in Betracht, da an- 
dere basische Gruppen bei dem pH der Anwendung 

so entladen werden und damit keine elektrostatische 
Wechselwirkung mit der DNA mehr eingehen konnen. 
Die Liganden am Stickstoffatom der quartaren Ammo- 
niumgruppen sollen aus C r oder C 2 -Einheiten beste- 
hen, um uberlagernde hydrophobe Effekte zu vermei- 

55 den. Diese wiirden die Spezif itat der DNA-Bindung dra- 
stisch senken. Aufgrund der Beweglichkeit 
der »Tentakel« konnen diepolyanionischen DNA-Mole- 
kule entsprechende polykationischeBindungsstellenim 
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optimalen Abstand zur festen Matrix derTragerteilchen 
finden, wodu rch eine unspezif ische Adsorption der DNA 
an der Oberflache derTragerteilchen vermieden wird. 
[0022] Vorzugsweise befindet sich das Trennmaterial 
in einer Chromatographie-Saule, durch welche die 
DNA-haltige aikalische Losung des Probenaufschlus- 
ses meist bei geringem Uberdruck durchgeleitet wird. 
Durch diese Arbeitsweise wird die vollstandige Erfas- 
sung der DNA am besten gewahrleistet. 
[0023] Zur Bindung der DNA kann das Trennmaterial 
aber auch in die aikalische Probeldsung eingebracht 
werden und die Bindung durch Ruhren oder durch 
Schutteln bewerksteiligt werden. Solch ein Adsorptions- 
prozeB dauert allenfalls etwas langer als die DNA-Bin- 
dung in der Saule. 

[0024] In beiden Fallen konnte die Bindung der DNA 
an den Austauscher photometrisch verfolgt werden; 
meist scheitert dies jedoch einmal an den geringen 
Mengen der vorliegenden DNA, zum anderen an der 
UV-Absorption der Nebenbestandteile, die meist in er- 
heblichem UberschuB in der Alkalibehandlungslosung 
vorliegen. 

[0025] Es ist zweckmaBig, Fette und Polysaccharide 
vor der Alkalibehandlung aus der Probe zu entfernen, 
da sie wasserunlosliche Schichten bzw. Gele bilden, die 
das Trennmaterial in der Saule leicht verstopfen. Eine 
n-Hexan-Extraktion bzw. eine kurze Inkubation mit 
Amylasen oder andern geeigneten abbauenden Enzy- 
men empfiehlt sich in solchen Fallen. Uberschussige 
Protein e storen weniger, da sie meist in Alkali gut loslich 
sind und bei weitem schwacher als die DNA vom Trenn- 
material gebunden werden. Bei sehr hohen Mengen Be- 
gleitprotein bewahrt sich eine kurze Vorinkubation der 
Probe mit Proteinase K in Anwesenheit von Natrium- 
Lauroylsarkosinat (SLS). Hinsichtlich niedermolekula- 
rer Stoffe storen nur groBe Mengen Di-oder Tricarbon- 
sauren, Phosphate und Guanidin-isothiocyanat. Alle 
lassen sich am einfachsten durch eine vorgeschaltete 
Gelfiltration aus der Alkalibehandlungslosung entfer- 
nen, Als Medien fur diesen Schritt haben sich Sepha- 
dex® G25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) insbeson- 
dere aber das Fractogel EMD Bio-SEC (Merck, Darm- 
stadt, Deutschland) bewahrt. 

[0026] Zur Elution der an das erfindungsgemaB ver- 
wendete Trennmaterial gebundenen DNA kann eine Lo- 
sung eines Salzes wie beispielsweise NaCI oder KCl 
verwendet werden. Hinsichtlich des verwendeten Sal- 
zes gibt es keine besonderen Beschrankungen, solan- 
ge sich die zur Elution erforderliche lonenstarke und ein 
pH-Wert > 12 einstellen lassen. Geeignete Salztypen 
und Konzentrationsbereiche lassen sich durch einf ache 
Routineversuche ermitteln. NaCI oder KCl werden je- 
doch bevorzugt, weil sie billig sind, in praktisch jedem 
Labor zur Verfugung stehen und sich allgemein zur Elu- 
tion von Austauschermaterialien bewahrt haben. 
[0027] AuGerdem gestattet die Elution mit einem 
Salzgradienten auf einfache Weise eine Fraktionierung 
der gebundenen DNA nach der GroBe. Beispielsweise 



lassen sich synthetische Oligonucleotide oder Restrik- 
tionsfragmente bis 50 Nucleotide GroBe bei einer Auf- 
losung von ± 2 Nucleotiden trennen, bis ca. 1 50 Nucleo- 
tide lassen sich Trennungen mit allerdings kontinuierli- 

5 cher Abnahme der Auflosung durchfuhren. Bei langeren 
DNA-Stucken wird die GroBentrennung von einer Se- 
lektionierung nach der Basenzusammensetzung uber- 
lagert, wobei G- und T-reiche Strange spater als A- und 
C-reiche eluiert werden. Diese Selektivitat konnte er- 

10 folgreich zur Separation der komplementaren Strange 
eines Restriktionsfragmentes von 125 Basenpaaren im 
praparativen MaBstab bei < 0.5% Uberlappung heran- 
gezogen werden. 

[0028] Ein stufenweise ansteigendes Konzentrati- 
15 onsprofil wird erzeugt, indem nacheinander, d.h. char- 
genweise, Salzlosungen ansteigender Konzentration 
durch die Saule gefuhrt werden, und ein kontinuierliches 
Konzentrationsprofil, vorzugsweise mit linearem Ver- 
lauf, unter Verwendung eines im Stand der Technik be- 
20 kannten bzw. auch im Handel erhaltlichen Gradienten- 
mischers. Je nach Trennproblem kommen auch Misch- 
profile in Frage, d.h. mit teilweise stufenformigem und 
teilweise kontinuierlichem Konzentrationsverlauf. Es ist 
klar, daB im Falle eines kontinuierlichen Konzentrations- 
25 verlaufes dieser nicht linear sein muB, sondem je nach 
Trennproblem beispielsweise auch exponentiell anstei- 
gend oder im oberen Konzentrationsbereich abflachend 
veriaufen kann. 

[0029] Wenn in dem erfindungsgemaBen Verfahren 
30 ein Stufengradient angewendet wird, geht man im all- 
gemeinen von einer NaCI-Konzentration von 0.3 M im 
alkalischen Grundmedium (meist 0.3 M NaOH) aus, 
steigert dann die Konzentration auf 0.6 M NaCI und da- 
nach in Schritten von je 0.1 M NaCI bis 1.2 M. Die Eiu- 
35 tionsschritte unterhalb 0.7 M und oberhalb 0.9 M dienen 
im allgemeinen nur der Elution von Fremdprodukten 
und kleinen Oligonucleotiden (< 20 Nucleotide), bzw. 
der Saulenreinigung oder Prufung auf vollstandige Elu- 
tion der DNA. 

40 [0030] Die Saule wird mit 0.3 M NaCI in 0.3 M NaOH 
konditioniert. Dies hat u.a. den Vorteil, daB ein groBer 
Teil dersauren Probenbegleitstoffeebensowie dieneu- 
tralen und basischen gamicht erst an den Anionenaus- 
tauscher gebunden werden. 

45 [0031] Wie bereits oben ausgefuhrt ist das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren zwarbesonderszurlsolierung 
und GroBenfraktionierung von DNA aus Nahr- oder 
Nahrungsmitteln pflanzlichen odertierischen Ursprungs 
geeignet, jedoch nicht darauf beschrankt Grundsatzlich 

so kann es auf beliebiges biologisches Material angewen- 
det werden. 

Beispiele 

55 [0032] Die folgenden Puffer wurden verwendet: 

TE-Puffer: 10 mMTris.HCI, 1 mM EDTA, eingestellt 
mit NaOH auf pH 8.0 
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Gua-Puffer: 10 mM M Tris.HCI, pH 8.0; 8.8 ml 0.65 
M ED-TA, pH 8.0; 2.6 g Triton X100; 120 g Guani- 
din-lsothiocyanat; 103.2 ml Wasser 

I. Errnittlung geeigneter AufschluBmethoden und -me- 5 
dien 

[0033] Im Zuge der Untersuchungen zeigte sich, daB 
bei weitem nicht alle tierischen oder pflanzlichen Pro- 
dukte durch Alkali allein soweit aufgeschlossen werden 
konnen, daB vorhandene DNA weitgehend freigesetzt 
und erfaBt wird. In diesem Fall kann das alkalische Me- 
dium eln grenzflachenaktives und/oder chaotropes Mit- 
tel zur Solubilisierung enthalten. Auch kann eine kurze 
Vorbehandlung der Probe mit diesen Mitteln und/oder 
geeigneten Enzymen zum Abbau von Begleitpolysac- 
chariden oder -proteinen wie Amylasen oder Proteinase 
K und/oder eine Losungsmittelextraktion zur Entfernung 
von Begleitlipiden bei tieferen pH-Werten, d.h. vor der 
eigentlichen Alkalibehandlung, vorgenommen werden. 
[0034] Beispielsweise erwies sich Lauroylsarcosinat 
(SLS) als ein geeignetes grenzflachenaktives Mittel 
bzw. Netzmittel, welches unter den ublichen Arbeitsbe- 
dingungen nicht vom verwendeten Anionenaustau- 
scher gebunden wird. 

[0035] Zum anderen bewahrte sich als chaotropes 
Mittel beispielsweise Guanidin-isothiocyanat (»Gua«) 
schon in 2.5 M Konzentration als ein hochwirksames 
Solubilisierungsmittel fur die meisten Proben biologi- 
schen Ursprungs. Leider zeigt das Isothiocyanat-Anion 
eine ungewohnlich hohe Affinitat zu den quartaren Te- 
traalkylammoniumgruppen des Austauschers, was eine 
Abtrennung des Agens' durch einen Gelfiltrationsschritt 
vor der DNA-Bindung an den Austauscher erforderlich 
macht. Da dieser Schritt ohnehin in den meisten Fallen 
zur Entfernung niedermolekularer, potentiell storender 
Begieitstoffe durchgefuhrt wird, stellt somit die Affinitat 
des Agens zum Austauscher keinen zusatzliches Pro- 
blem dar. Ahnlich wirksam wie Guanidin-isothiocyanat 
erwies sich nur Formamid. Es schien besonders attrak- 
tiv, weil es keinen EinfluB auf die tonenstarke des Auf- 
schluBmediums ausiibt und beim Austauscherschritt 
vollstandig entfernt wird. Leider stellte sich jedoch her- 
aus, daB die Polymerase-Kettenreaktion entweder ge- 
geniiber dem Agens selbst oder einer begleitenden Ver- 
unreinigung so empfindlich ist, daB sich die Verwen- 
dung dieses Solubilisierungsmittels ausschioB. 
[0036] Mechanische Hilfsmittel zum Dispergieren der 
Proben sind selten erforderlich. Beim AufschluB von 
Fleisch- oder Wurstproben bewahrte sich ein Ultratur- 
rax®-Homogenisator der Fa. Haake, Berlin. Festes 
NaBgut wie z.B. Kartoffeln werden entweder im Homo- 
genisator mit rotierenden Messern zerkleinert oder mit 
Seesand im Porzellanmorser unter Kohlendioxid oder 
Stickstoff zerrieben. 



II. Errnittlung der Mindestaffinitat des Frac- 
to-EMD-TMAE-Austauschers fur DNA 

[0037] DNA aus Putenleber wurde in einer Konzen- 
tration von 500 ng/ml in 0.3 M NaCI/0.3 M NaOH zu- 
nachst durch ein Bett aus ca. 5 x 1 .3 cm Sephadex®-Gel 
(Pharmacia) oder BioSEC-Gel (Merck) im gleichen Me- 
dium filtriert, urn niedermolekulare Probenbestandteile 
zu entfernen, und sofort durch ein Bett aus ca. 5 x 5 mm 
TMAE-Trennmaterial (1 00 u.l TM AE-Trennmaterial in ei- 
nem Microspin(Pharrnacia)-Saulchen geleitet. Die 
TMAE-Schicht wurde mit 0.5 ml des gleichen Mediums 
gespult und die gebundene bzw. sorbierte DNA mit 80 
u.l 1.5 M NaCI/0.3 M NaOH eluiert. Das durch Zentri- 
fugation gewonnene Eluat wurde durch Filtration uber 
SephacryK® S300 (Pharmacia) im Micros pin -System in 
TE-Puffer uberfuhrt und im Spektralphotometer (Mikro- 
kuvette, 200 \i\ Losung) vermessen. Da 10 u.g DNA in 
20 ml aufgegeben wurden, sollten bei vollstandiger Bin- 
dung der DNA unter Berucksichtigung der Denaturie- 
rung (Hyperchromie von 20%) ca. 1.2 OD^o gemes- 
sen werden. Gefunden wurden 1 .183 OD 258 . Dieses Er- 
gebnis bedeutet, daB die aufgegebene DNA-Konzentra- 
tion noch deutlich oberhalb der Gleichgewichtskonzen- 
tration fur das DNA-TMAE-Bindungsgleichgewicht lag. 
[0038] In einem weiteren Versuch wurde daher die 
DNA-Konzentration in der Aufgabelosung auf 50 ng/ml 
gesenkt und der Test in der beschriebenen Weise wie- 
derholt Mit dem Photometer sollten 0.120 OD^ 260 ge- 
messen werden. Das Spektrum zeigte am Maximum ei- 
ne Absorption von 0.117, was bedeutet, daB selbst die- 
se Konzentration von fast 10" 7 Mol/I (bezogen auf Mo- 
nonucleotid oder DNA-Phosphat) noch quantitativ sor- 
biert wurde. Die Dissoziationskonstante der Bindung 
muB somit deutlich unter 10* 8 mol/l liegen. Anschauli- 
cher ausgedriickt bedeutet dies, daB 5 ng/ml DNA (1 0" 8 
M) noch mindestens zu 90% unter den angegeben Be- 
dingungen an das TMAE-Trennmaterial gebunden wer- 
den. 

III. DNA-lsolierung aus Leber und Wurst 

1 . AufschluB des Probenm ate rials 

[0039] 0.5 g Probenmaterial wurden in Gua-Puffer 
(ohne Triton X100) durch Schutteln dispergiert und mit 
NaOH auf 0.3 M eingestellt. Zur Homogenisierung kann 
gegebenenfalls ein Ultraturrax®-Handgerat eingesetzt 
werden. Das Homogenisat wurde 5 min im Wasserbad 
auf 95-1 00°C erhitzt und danach zentrifugiert (Hettich- 
Zentrifuge, Ausschwingrotor 1 624, 4000 UpM, 10 min). 

2. Abtrennung von niedermolekularen Komponenten 
und Bestimmung der DNA-Bindung: 

[0040] Der Uberstand (ca. 2 ml) wurde ohne weitere 
Behandlung uber eine geeignete Gelfiltrationssaule (z. 
B. 4.5 x 1.3 cm, bevorzugte Fullung: BioSEC-Gel, 
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Merck) in 0.3 M NaC!/0.3 M NaOH filtriert, an die eine 
weitere Saule mit TMAE-Trennmaterial (Merck) (100 uJ 
in einer Microspin-Saule) angeschlossen war. An dieser 
TMAE-Saule werden die hochmolekularen 
Probenbestandteile »Online« gebunden bzw. sorbiert. 5 

3. Elution bzw. Desorption der DNA, Entsalzung, spek- 
tralanalytische Untersuchung und Amplifikation durch 
PCR 

[0041 ] Nach Waschen des der TMAE-Saule m it 0,3 M 
NaCI/0.3 M NaOH wurde die gebundene DNA mit 
einem »Salzstof3«, d.h. mit 80 jxl 1.5 M NaCI/0.3 M Na- 
OH desorbiert. Das Eluat Iief3 sich durch Mikro-Gelfittra- 
tion im Microspin-System in TE-Puffer tiberfuhren. Von 
den erhaltenen Losungen werden UV-Spektren in der 
Mikrokuvette aufgenommen und nach weiteren Verdun- 
nungen in PCR-Experimenten eingesetzt 

4. Ergebnisse 

[0042] Aus 0.5 g Rinderieber wurden 8.12 OD 25a iso- 
liert, was einer DNA-Menge von 0.6 mg entspricht. Auf 
dem Agarosegel zeigte sich eine hohe Polydispersitat 
dieser DNA mit uberwiegend kieineren Fragmenten (< 
10 6 D). 

[0043] Aus 0.4 g Bruhwurst wurden 1 .32 OD, entspre- 
chend 61 u.g DNA, erhalten, in der groBere Fragmente 
deutlich iiberwogen. 

[0044] Nach Restriktionsabbau lieferte die Polymera- 
se-Kettenreaktion mit artspezifischen Primern groBe 
Mengen Amplifikat. 

IV. Isolienjng von DNA aus Tomatenmark, Orangensaft- 
Konzentrat, Lecithin, Schokolade, Nougat-Creme und 
Maisstarke. 

[0045] Die Isolierung amplifizierbarer DNA aus die- 
sen Materiaiien giltats problematisch, was entweder auf 
die geringen DNA-Mengen in den Proben oder auf sto- 
rende Inhaitstoffe dieser Materiaiien zuruckzufuhren ist. 
Letzteres trifft insbesondere fur Tomatenmark, Oran- 
gensaftkonzentrate und Schokoladenprodukte zu. Die 
Beseitigung dieser Probleme ist durch die Anwendung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens unter Elution der 
an das TMAE-Trennmaterial gebundenen hochmoleku- 
laren sauren Nebenbestandteile durch Eluieren der 
DNA in einem engen »Sa!zfenster« moglich. 

1 . DNA aus Tomatenmark 

[0046] 0.5 g Tomatenmark wurden in 1 .5 ml Gua- Puf- 
fer (ohne Triton X1 00) suspendiert, mit 80 u.l 8 M NaOH 
auf ca. 0.3 M NaOH eingestellt, 5 min im Wasserbad auf 
95-1 00°C erhitzt und nach dem Abkuhlen 10 min bei 
4000 UpM (Hettich, Rotor 1624) zentrifugiert. 2 ml des 
Uberstandes wurden durch die oben in III. 2. beschrie- 
bene BioSEC-Saule filtriert. Nur die ersten 3 ml des 



Durchlaufs wurden durch die TMAE-Saule geleitet. 
Nach 2.5 ml verfarbte sich der Durchlauf schwach rot- 
lich, was zu einer Orangefarbung des TMAE-Bettes 
fuhrte. 

[0047] Im ersten Ansatz wurden die an das 
TMAE-Trennmaterial gebundenen sauren 
Polymere »en bloc« mit 0.3 M NaCI/1.5 M NaOH des- 
orbiert. Die Produkte ergaben nach Microspin-Umpuffe- 
rung ein Spektrum, welches kaum einen Hinweis auf 
isolierte DNA lieferte. Eine PCR-Amplifikation war eben- 
falls nicht moglich. 

[0048] In einem weiteren Isolierungsversuch mit 1 g 
Tomatenmark wurden die an das TMAE-Trennmaterial 
gebundenen Materiaiien durch stufenweise Erhohung 
der Salzkonzentration zum Teil fraktioniert. Dabei zeigte 
sich, da(3 die Komponente, welche im UV-Spektrum do- 
minierte, bei einer Konzentration von 0.5 M NaCI/0.3 M 
NaOH eluiert. Komponenten mit fur DNA typischen 
UV-Spektren wurden bei einer Konzentration von 0.8 M 
und 0.9 M NaCI, jeweils in 0.3 M NaOH, eluiert. Bei Er- 
hohung der Salzkonzentration auf 1 .0 bzw. 1 .2 M NaCI, 
jeweils in 0.3 M NaOH, wurden dann wieder Komponen- 
ten eluiert, deren Spektren mehr den Spektren der mit 
0.5 M NaCI erhaltenen Eluate ahnelten. 
[0049] Die mit 0.8 M und 0.9 M NaCI (jeweils in 0.3 M 
NaOH) erhaltenen Eluate lieferten problemlos PCR-Am- 
plifikate, die mit 0.5 M NaCI erhaltenen Eluate dagegen 
nicht, sie hemmten sogar die Amplifikation zugesetzter 
DNA. 

2. DNA aus Orangensaft-Konzentrat 

[0050] 2 g Orangensaft-Konzentrat wurden mit 1 40 jxl 
8 M NaOH neutralisiert, mit 2.0 ml Gua-Puffer (ohneTri- 
ton X100) vermischt, mit 133 uJ 8 M NaOH auf ca. 0.3 
M NaOH eingestellt, 5 Min. auf 90-1 00°C erhitzt und 1 0 
Min bei 4000 UpM (Hettich, Rotor 1624) zentrifugiert, 
worauf 3 ml des Uberstandes (ca. 90%) auf die oben in 
III. 2. beschriebene BioSEC/TMAE-Saulenkombination 
gegeben und mit leichtem Uberdruck durchgedriickt 
wurden. AnschlieBend wurde mit 1 ml 0.3 M NaCI/0.3 
M NaOH nachgespult. Das gelb gefarbte TMAE-Bett 
wurde zuerst 2 x mit je 0.4 ml 0.3 M NaCI/0.3 M NaOH 
gewaschen und dann 2 x mit je 80 u.l 0.7 M NaCI/0.3 M 
NaOH eluiert. Die gelben Eluate lieferten nach dem Urn- 
puff ern in TE-Puffer mit dem Microspin-System Spek- 
tren gelber Farbstoffe mit charakteristischen Banden 
zwischen 380 und 500 nm, im UV eine deutliche Bande 
urn 278 nm, aber keine Bande urn 260 nm, die auf DNA 
hingewiesen hatte. Die weiteren 2 Elutionen mit je 80 \i\ 
0.9 M NaCI/0.3 M NaCI lieferten Eluate mit eindeutigen 
DNA-Spektren. Die erste Elution zeigte im Spektrum ca. 
0.08 OD entspr. 4 u.g/ml DNA oder 0.8 u,g in 0.2 ml. Die 
zweite Elution ergab weitere 0.4 u,g in 0.2 ml. 
[0051] Beide DNA-Fraktionen wurden uber Micro- 
spin-Saulchen in TE-Puffer umgepuffert. 
[0052] Die Polymerase-Kettenreaktion lieferte reich- 
lich Amplifikate. 
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3. DNA aus Lecithin 

[0053] 1 g Lecithin wurden in 1 .5 ml Gua-Puffer (ohne 
Triton X100) und 10 ml Hexan geschuttelt, worauf 1 ml 
Gua-Puffer zusatzlich zugegeben und danach 1 5 min in 5 
der Hettich-Zentrifuge (Rotor 1 624) bei 4000 UpM zen- 
trifugiert wurde. Die Hexanschicht wurde abgegossen, 
die Lipidschicht durchstochen und die waBrige Phase 
herauspipettiert (1 .2 ml). Nach Zusatz von 80 u.l 8 M Na- 
OH wurde die Losung mit geringem Unterdruck durch 
die oben in III. 2. beschriebene BiOSEC/TMAE-Saulen- 
kombination gesaugt (der lineare FluB wurde auf ca. 1 
cm/min eingestellt), worauf mit 1 .5 ml 0.3 M NaCI/0.3 M 
NaOH nachgespult wurde. Insgesamtpassierte ein Vo- 
lumen von 2.5 ml die TMAE-Saule. Diese wurde dann 
mit 0.4 ml 0.3 M NaCI/0.3 M NaOH gespult und mit je- 
weils 80 u.l 0.7 M NaCI, 0.9 M NaCI und 1.2 M, jeweils 
in 0.3 M NaOH, eluiert. Nach dem Umpuffern in TE-Puf- 
fer in Microspin-Saulchen wurden die UV-Spektren ge- 
messen. 

[0054] Die Spektren zeigten, daB sich die Hauptmen- 
ge der DNA (ca. 5 u,g) in der ersten, d.h. mit 0.7 M NaCI 
erhaltenen, Elutionsfraktion befand. Dies ist nur ver- 
standlich, wenn die DNA im Lecithin aus relativ kleinen 
Fragmenten besteht. Mit 0.9 M NaCI wurden ca. 1 u.g 
DNA erhalten und mit 1 .2 M NaCI weitere 0.5 u.g. Nach 
den Spektren, befand sich in der 2. Fraktion (0.9 M Na- 
CI) die reinste DNA. 

[0055] Alle drei Fraktionen ergaben erwartungsge- 
maB PCR-Amplifikationsprodukte. 

4. DNA aus Schoko-Nougat-Creme 

[0056] 1 g NuB-Nougat wurden in 1 .5 ml Gua-Puffer 
(mit Triton X100) durch Schutteln dispergiert und 10 min 
bei 4000 UpM zentrifugiert (Hettich, Rotor 1624), wobei 
sich eine farblose Olphase, eine rotbraune waBrige 
Phase und ein schwarzes Sediment bildeten. Die Ol- 
phase und die waBrige Phase wurden getrennt abgeho- 
ben. Das Sediment wurde erneut mit 1 ml Gua-Puffer 
dispergiert und wie zuvor abzentrifugiert. Die beiden 
Gua-Extrakte wurden vereinigt (Gesamtmenge 2.2 ml) 
und mit 100 uJ 8 M NaOH versetzt, wobei sich die Lo- 
sung nach dunkler verfarbte. Nach erneuterZentrifuga- 
tion (wie oben beschrieben) wurde der dunkelbraune 
Oberstand abgehoben und in 0.3 M NaCI/0.3 M NaOH 
unter leichtem Uberdruck uber die oben in III. 2. be- 
schriebene BiOSEC/TMAE-Saulenkombination filtriert. 
Nach dem Nachspulen mit 1 ml des gleichen Mediums 
(wobei geringe Mengen braungefarbter Anteile die 
BioSEC-Saule passierten) wurde die TMAE-Saule ab- 
gehangt, mit 0.5 ml 0.3 M NaCI/0.3 M NaOH gewaschen 
und mit jeweils 80 u.l 0.7 M NaCI, 0.9 M NaCI und 1 .2 M 
NaCI, jeweils in 0.3 M NaOH, eluiert. Die Eluate wurden 
uber Microspin-Saulchen in TE-Puffer uberfuhrt und mit 
dem Spektralphotometer vermessen. Alle drei Fraktio- 
nen enthielten Komponenten, die bei etwa 260 nm ab- 
sorbierten. Diese Absorption war bei der mit 0.9 M NaCI 



eluierten Fraktion am ausgepragtesten. Bei der dritten 
Fraktion (1 .2 M NaCI) uberwogen die bei 280 nm absor- 
bierenden Komponenten. 

[0057] Alle drei Fraktionen lieferten deutlich erkenn- 
bar PCR-Amplifikate. 

[0058] Der nach der zweiten Extraktion verbliebene 
Riickstand wurde mit 1 .5 ml Gua-Puffer (ohne Triton 
X100) und 100 uJ 8 M NaOH resuspendiert und 5 min 
auf 95-1 00°C erhitzt. Nach Zentrifugation (wie oben) 
wurde die fast schwarze Losung wie oben beschrieben 
aufgearbeitet. Die Spektren zeigten mit deutlichen 
Schultern urn 280 nm uberwiegend homocyclische Aro- 
maten an. 

[0059] Die Ergebnisse zeigen, daB die DNA-Extrakti- 
on aus diesem Probenmaterial relativ schonend erfol- 
gen kann. Drastische Bedingungen wie erhohteTempe- 
ratur und Alkali erhohten in erster Linie den Anteil an 
hochmolekularen, moglicherweise die Polymerase-Ket- 
tenreaktion storenden, Farbstoffe. 

5. DNA-Extraktion aus Maisstarke 

[0060] 1 g Maisstarke wurde in 1 ml Wasser (reinst) 
suspendiert und 1 min auf 90°C erhitzt, wobei sich ein 
fester hatb-transparenter Block bildete. Dieser kann zur 
Verbesserung der Extraktion gegebenenfalls mecha- 
nisch zerkleinert werden. Nach Zusatz von 2 mg 
a-Amylase (Roche) und 10 mg Cellulase bei 50°C wur- 
de der AufschluB 3 Stunden bei dieser Temperatur ge- 
dreht, wodurch sich der groBteTeil des Blockes verflus- 
sigte. Die enzymatische Behandlung kann gegebenen- 
falls auf 8 bis 1 0 Stunden ausgedehnt werden, Nach Zu- 
satz von 1 .5 ml Gua-Puffer (ohne Triton X1 00) und 80 
uJ 8 M NaOH wurde 5 min auf 95-100° erhitzt (es trat 
eine Gelbfarbung auf) und dann 10 min bei 4000 UpM 
(Hettich-Zentrifuge, Rotor 1624) zentrifugiert. Der Ober- 
stand wurde in 0.3 M NaCI/0.3 M NaOH bei ausreichen- 
dem Uberdruck fur eine FluBrate von 0.3-0.5 cm/min 
durch die oben in III. 2. beschriebene BiOSEC/ 
TMAE-Saulenkombination filtriert, worauf mit 1 ml Lauf- 
mittel (0.3 M NaCI/0.3 M NaOH) nachgespult wurde. Die 
Desorption/Elution von der TMAE-Saule erfolgte wie 
oben beschrieben mit je 80 \i\ 0.7 M NaCI, 0.9 M NaCI 
und 1 .2 M NaCI, jeweils in 0.3 M NaOH. 
[0061] Die nach dem Umpuffern in TE-Puffer (Micro- 
spin) aufgenommenen UV-Spektren waren zwar nicht 
aussagekraftig, jedoch ergaben sich PCR-Amplifikate, 
was bedeutet, daB der Hauptteil der im UV-Bereich ab- 
sorbierenden Komponenten DNA war. 



PatentansprUche 

1. Verfahren zur Isolierung, und gegebenenfalls Gro- 
Benfraktionierung, von einzelstrangiger DNA aus 
einem Probenmaterial, bei dem man 

a) das DNA-haltige Probenmaterial mit einem 
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alkalischen Medium bei pH > 12 behandelt, 

b) in diesem Medium mit einem Anionenaus- 
tauscher in Kontakt bringt, der auf inerten Tra- 
gerteilchen kovalent daran gebundene, unver- 5 
netzte hydrophile Linear- Polymere mit einge- 
bauten Tetraalkyiammoniumgruppen aufweist, 
und 

c) die an den Anionenaustauscher gebundene 10 
DMA im aikalischen Medium von diesem 
eluiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das alkalische 
Medium ein Alkalihydroxid in einer Konzentration 15 
im Bereich von 0.1 M bis 1 M enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Alkalihydro- 
xid NaOH Oder KOH ist. 

20 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei zur Elution Salz einer Konzentration im 
Bereich von 0.6 bis 1 .2 M Oder ein Salzgradient im 
Bereich von 0.6 bis 1 .2 M verwendet wird. 

25 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei Salz einer Kon- 
zentration im Bereich von 0.7 bis 0.9 M verwendet 
wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, wo- 30 
bei das Salz NaCI oder KCI ist. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei es sich bei dem Probenmaterial um 
Nahr- oder Nahrungsmittel pflanzlichen, tierischen 35 
oder mikrobiellen Ursprungs handelt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Nahr- oder 
Nahrungsmittel ausgewahlt ist unter Kartoffeln, To- 
matenmark, Orangensaft-Konzentrat, Lecithin, 40 
Schokolade, Nougat-Creme, Mais- oder Sojamehl, 
Fleisch und Wurstprodukten. 
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